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摘要 : 通过 分 离 纯 化 标点 淇 蛙 (Amolops loloensis) 皮 肤 分 泌 液 中 的 生物 活性 物质 ， 得 到 有 促 胰 岛 素 释 放 活 性 的 
分 离 峰 ， 并 鉴定 其 结构 。 采 用 葡 聚 糖 Sephadex G-50 凝 胶 层 析 和 反 相 高 效 液 相 (RP-HPLC) 等 手段 对 棕 点 满 蛙 皮 
央 分 泌 液 进 行 分 离 纯 化 ， 利 用 胰岛 素 释 放 实 验 进行 活性 检测 ，Edman 降 解法 测定 活性 峰 的 氨基 酸 序列 ， 反 转录 法 
构建 cDNA 文库 并 克隆 其 基因 。 得 到 一 个 具有 显著 的 促 胰 岛 素 释 放 活 性 的 十 六 肽 ， 测 得 其 氨基 酸 序 列 为 : 
FMPIVGKSMSGLSGKL-NH,， 命 名 为 amolopin-1。 由 cDNA (开放 阅读 框 为 192 bp) 推 导 的 氨基 酸 一 级 结构 显示 ， 
其 前 体 由 64 个 氨基 酸 残 基 (aa) 组 成 ， 包 括 高 度 保守 的 信号 肽 (22aa)， 酸 性 肽 以 及 成 熟 肽 。 经 过 数据 库 序列 比 对 ， 
从 标点 洁 蛙 皮肤 中 得 到 一 个 新 的 促 胰岛 素 释放 肽 ， 进 一 步 分 析 其 作用 机 理 和 药 代 动力 学 ， 极 有 可 能 得 到 一 个 新 的 
治疗 糖尿 病 的 降 糖 药物 。 


关键 词 ， 棕 点 满 蛙 ; 皮肤 分 泌 液 ， 促 胰岛 素 释放 肽 ， 胰 岛 素 分 泌 
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Isolation and Molecular Cloning of Insulinotropic Peptide from the 
Skin Secretions of Amolops loloensis and the Study of Its Bioactivities 
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University, Nanjing 210095, China; 2. Shanghai Institute of Technology , Shanghai 200235, China; 3. Biotoxin Units of Key Laboratory of 
Animal Models and Human Disease Mechanisms, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223,China) 


Abstract: To investigate the bioactive component from the skin secretion of Amolops loloensis, isolated peaks with 
insulin-releasing activity were purified and structurally determined. Skin secretions were isolated by Gel filtration and 
Reversed phase high-performance liquid chromatography, and tested with insulin-releasing assay. The amino acid 
sequence of bioactive peak was determined by Edman degradation and identified by gene clone method. A 16-amino 
peptide with obvious insulin-releasing activity was obtained and sequenced as FMPIVGKSMSGLSGKL-NH» , which was 
designated amolopin-1. The precursor peptide composed of 64 amino acid residues deduced from cloned skin cDNA 
(open reading frame 192bp) exhibited a highly-conserved signal peptide (22aa), an acidic amino acid residue-rich domain 
and an amolopin-1 encoding domain. Structural alignment with database records revealed that a novel insulinotropic 
peptide was obtained from skin secretion of Amolops loloensis therefore further study of its acting mechanism and 
pharmacokinetics may lead to the discovery of a new treatment for diabetes. 


Key words: Amolops loloensis; Skin secretion; Insulinotropic peptide; Insulin release 






































目前 ， 注 射 胰岛 素 仍然 是 治疗 糖尿 病 最 普遍、 (GLP-1) 和 源 自 毒 晰 唾液 的 倍 它 〈exendin-4) 等 
最 有 效 的 治疗 方式 ， 但 是 由 于 存在 低 血糖 反应 、 皮 研究 工作 的 不 断 深 入 〈Kothare et al, 2008) 并 获得 
肤 感 染 等 缺点 ， 研 究 开 发 新 型 降 糖 药物 显得 十 分 迫 ” 美国 食品 和 药品 管理 局 批准 ， 合 成 、 改 造 有 促 胰 岛 
切 。 随 着 对 多 肽 类 降 糖 药物 胰 高 血糖 素 样 肽 -1 ” 素 释 放 活 性 的 多 肽 药物 已 成 为 治疗 糖尿 病 的 新 主 
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攻 方 向 之 一 (ltz et al, 2007)， 而 且 促 胰岛 素 释 放 肽 
在 降 糖 的 同时 还 具有 降低 食欲 、 减 轻 患 者 体重 等 优 
点 。 因 此 ， 促 胰岛 素 释 放 肽 有 非常 广阔 的 药物 开发 
前 景 。 
两 枉 类 动物 皮肤 里 含有 丰富 的 生物 活性 多 肽 
资源 (Lai et al, 2002a, b)， 这 些 活性 多 肽 在 调节 两 
栖 类 皮肤 的 生理 功能 、 逃 避 捕 食 者 和 抵御 微生物 感 
染 等 方面 具有 重要 作用 (Lai et al, 2004;Li et al, 
2007)。 两 栖 类 皮肤 在 传统 医学 中 又 被 称 为 “网 壳 、 
蜂 赔 "作为 一 味 珍贵 药材 治疗 多 种 疾病 。 近 年 来 ， 
国外 学 者 也 相继 在 两 栖 类 皮肤 分 泌 液 中 发 现 了 多 
种 有 促 胰 岛 素 释放 活性 的 多 肽 (Marenah et al, 2004; 
Abdel-Wahab et al, 2005; Marenah et al, 2006), 7f 
制 新 的 糖尿 病 药物 提供 了 极 具 开发 潜力 的 先导 化 
合 物 ， 但 是 国内 从 事 天 然 促 胰岛 素 释 放 肽 分 离 纯化 
的 研究 很 少 。 

本 研究 中 所 采用 的 棕 点 湛 蛙 收集 于 云南 野外 ， 
其 皮肤 分 泌 液 已 被 发 现 含 有 多 种 生物 活性 物质 ， 如 
抗菌 肽 (Lu et al, 2006; Wang et al, 2008)、 绥 激 肽 
(Liang et al, 2006) 和 致 痛 肽 (Yu et al, 2007) 等 ， 说 
明 棕 点 淇 蛙 皮肤 是 发 现 新 型 生物 活性 多 肽 的 极 好 
材料 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

AmE (Amolops loloensis), KT z 
通 野 外 。Sprague Dawley(SD) 大 鼠 , 体重 200—250g, 
购 于 南京 青龙 山 动物 繁殖 场 。Sephadex G-50 为 
Amersham Biosciences 产品 , 电泳 用 试剂 均 为 Sigma 
产品 ;实验 仪器 设备 有 上 海 亚 荣 生 化 仪器 厂 生 产 的 
2.6cmx100cm Jz irr. HL-2B 数 显 恒 流 和 泵 `.BS-100A 
自动 部 分 收集 器 ，Eppendorf 公司 5810R 高 速 冷冻 
离心 机 ， 北 京 六 一 仪器 三 微 型 垂直 电泳 槽 及 电泳 
仪 ， 上 海光 谱 仪 器 有 限 公司 751 紫外 分 光 光 度 仪 ， 
惠普 公司 Agillent 1100 高 效 液 相 色 谱 仪 ， 大 连 伊利 
特 Hypersil C18 反 相 柱 ; 其 他 试剂 均 为 分 析 纯 。 
1.2 ”皮肤 分 泌 液 的 收集 和 分 离 纯化 
1.2.1 ”皮肤 分 泌 液 收集 方法 ”成 年 活体 蛙 (n=30， 
体重 30 一 40g) 用 去 离子 水 清洗 干净 ， 将 其 置 于 带 
盖 的 玻璃 容器 中 ， 滴 加 适量 的 无 水 乙醚 ， 密 闭 容器 
1 一 2 min， 可 见 其 背部 皮肤 分 泌 出 泡沫 状 物 质 ， 用 
含 10mmolL EDTA 的 0.1 mol/L NaCl 溶液 冲洗 , 收 


























































































































































































































































































































































































































时 冲洗 液 ， 离 心 (12000r/min, 20min)、 冷 浆 干 燥 、 
-20°C 低温 保存 。 
1.2.2 ”分离 纯化 ” 冻 干 的 柠 点 濡 蛙 皮 肤 分 泌 物 (3.5 
g; 总 OD2g0 约 300) 溶 解 于 10mLlL 含 有 5mmol/L EDTA 
fj 0.1 mol/L PBS (pH6.0) 中 。 样 品 上 2.6cmx100cm 
的 Sephadex G-50 凝 胶 过 滤 柱 (经 过 pH6.0, 0.1 mol/L 
PBS 缓冲 液 平 衡 )， 同 时 用 pH 6.0, 0.1 mol/L PBS 绥 
冲 液 洗 脱 ， 用 自动 部 分 收集 器 收集 洗 脱 液 ， 试 管 收 
集 ， 每 10min 一 管 ， 每 管 收集 3mL; 收集 液 用 紫外 
一 可 见 分 光 光 度 计 于 280nm 测 定 光 吸 收 值 ; 分 别 测 
定 各 分 离 峰 的 促 胰 岛 素 释放 活性 ， 对 有 活性 的 分 离 
峰 收 集 混合 ,低温 冻 干 后 ， 用 2mL 的 0.1 mol/L PBS 
(pH 6.0) 溶 解 ， 用 反 相 高 效 液 相 色谱 法 (reverse phase 
high performance liquid chromatography, RP-HPLC, 
Hypersil BDS C18, 30cmx0.46cm) 进 一 步 分 离 纯 化 ， 
对 HPLC 分 离 峰 于 280nm 检 测 光 吸收 值 ， 收 集合 并 
具有 促 胰 岛 素 释 放 活 性 的 分 离 峰 。 
13 ”结构 分 析 

Edman 降解 法 测定 纯 品 的 N 端 序 列 CABI 公司 
产品 ， 脉 冲 液 相 测序 仪 ， 型 号 491， 由 西安 华 展 生 
物 技术 有 限 公司 提供 )。 
1.4 促 胰 岛 素 释 放 肽 的 分 子 克 隆 
1.4.1 ， 棕 点 测 蛙 皮肤 总 RNA 提取 活体 蛙 用 去 离 
子 水 清洗 干净 , URBE RETE, 取 200 mg 背部 皮肤 
组 织 置 于 SmL 的 玻璃 研磨 器 中 , 加 入 1mL 总 RNA 
提取 液 ， 其 他 操作 步骤 参照 TRIzol Reagent Total 
RNA 分 离 试 剂 盒 ( 购 自 Invitrogen Life Technologies 
公司 ) 说 明 书 进行 ， 来 提取 标点 滑 蛙 皮肤 总 RNA。 
1.4.2 cDNA 文库 构建 ”采用 CLONTECH 公司 
Creator™ SMART" cDNA Library Construction 
Kit。 利 用 SMARTIY IV Oligonucleotide ( 5'-AAG 
CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTG GCC ATT 
ACG GCC GGG-3') 和 CDS III/2' PCR 引 物 C5'-ATT 
CTA GAG GCC GAG GCG GCC GAC 
ATG-d(T)30N-1N-3O 合成 第 一 链 。 利 用 5' PCR 引 
物 (5-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-37) 
和 CDS IN/3' PCR 引 物 扩 增 第 二 链 。 
14.3 ”分子 克隆 “以 SMARTIY 技 术 构建 的 EDNA 
文库 作为 模板 ， 利 用 PCR 方 法 克隆 促 胰岛 素 释 放 肽 
的 基因 。 以 Edman 降 解法 测序 所 得 氨基 酸 序列 对 应 
的 核 苷 酸 片段 设计 兼并 性 引物 , 扩 增 引物 长 度 为 23 
个 核 背 酸 ， 其 序列 为 5-AT (G/A) CC (T/G) ATC 
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GT (C/G) CG (A/G) AAG AG (C/T) AT-3', PCR 
5j — 4" 19 5| Jy J£ SMART" cDNA Library 
Construction Kit 中 的 3 PCRZ| jg, HUY JJ 5'-ATT 
CTA GAG GCC GAG GCG GCC GAC ATG-3', PCR 
的 条 件 是 : (1) 95C 5min; (2)94'C 30s, 59°C 40s, 
72'C 45s, 35 轮 循环 ; (3)72'C 10min. 

1.5 细胞 培养 

1.5.1 大 鼠 胰 岛 细 胞 的 分 离 纯化 与 原 代 培 养 ” 胰 
岛 细胞 的 分 离 纯化 参照 Dong et al (1998) 的 方法 并 
改进 。 成 年 SD 大 鼠 经 无 水 乙醚 麻醉 , 消毒 ， 剖腹 放 
处 死 ， 胆 总 管 原 位 插 管 , 注入 预 冷 的 1gL 胶 原 酶 
V 溶 液 8mL，38'C 水 浴 10min,， 振 摇 , E EMAR; 
30 目 不 锈 钢丝 网 过 往 ， 加 入 冰冷 的 Hanks 液 终止 消 
化 ; 洗涤 3 次 ， 加 25% Ficoll 适 量 混 匀 ， 依 次 加 入 
23%, 20%, 11% FicolllHanksili, 4'C , 3000r/min 
离心 20min, WH 23% 一 20%，20% 一 11% 界 面 的 
胰岛 , 于 RPMI-1640 培养 液 〈 含 20% 胎 牛 血清 FBS) 
中 培养 ，37'C，5% CO 培养 过 夜 。 

1.5.2 大 鼠 胰 岛 素 瘤 B 细 胞 系 INS-1 的 培养 INS-1 
细胞 系 于 RPMI-1640 培养 液 中 培养 , 并 添加 以 下 成 
分 : 10% 胎 牛 血清 FBS, 100U/mL 青 / 链 霉 素 ，10 
mmol/L HEPES, 2mmol/L L- 谷 氨 酰 胶 ，1mmolL 
丙酮 酸 钠 和 50jmolL B- 琉 基 乙 醇 。2 一 3d 换 一 次 培 
养 液 ， 当 细胞 长 至 80% 或 长 满 再 进行 传代 ， 消 化 
液 为 0.25% 胰 蛋白 酶 /0.02%EDTA。 

1.6 ”胰岛素 释 放 活 性 检测 

1.6.1 大 鼠 胰 岛 的 胰岛 素 释 放 实 验 ”解剖 镜 下 手 
工 挑选 胰岛 ， 置 于 含 KRBB 绥 冲 液 (0.1% BSA, Æ 
和 葡萄糖) 的 1.5mL 离心 管 中 ，10 个 胰岛 / 管 ， 尽 量 
在 2 内 挑 完 。 加 入 溶 有 待 测 多 肽 样品 的 KRBB 缓 冲 
Wü CE 0.1% BSA，16.7mmolL 葡 萄 糖 ) , 37'C 594 
CO; Wf lh, KE EX. -20 CUR. WAEN 
测 胰 岛 素 浓度 (Zhang etal, 2001) . 

1.6.2 INS-1 细胞 系 的 胰岛 素 分 泌 实 验 INS-1 4 
胞 用 0.25% 胰 蛋白 酶 /0.02%EDTA 消 化 液 处 理 5 min 
后 ， 调 整 细胞 浓度 至 3x10; 个 /mL， 接 种 于 24 孔 细 
胞 培养 板 ， 每 孔 400hL， 培 养 过 夜 使 细胞 贴 壁 。 胰 
岛 素 分 泌 实 验 前 ， 吸 去 上 层 RPMI-1640 培养 液 ， 加 
入 无 葡萄 糖 KRBB 绥 冲 液 Cá 0.1% BSA) IFA 45 
min; 然后 换 已 溶 有 待 测 多 肽 样品 的 KRBB 绥 冲 液 
( 含 0.1% BSA, 2.8mmol/L 葡萄 糖 ) ,37C，5% CO» 
孵育 1h。 分 别 收集 上 清 液 ，-20 'C 冻 存 ， 放 免 法 检 
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测 胰 岛 素 浓度 (Santini et al, 2004) 。 
1.7 放免 法 检测 胰岛 素 含量 

碘 [2 囊 -胰岛 素 ANS) 放射 免疫 分 析 试 剂 盒 购 
于 北京 科 美 东 雅 生物 技术 有 限 公司 ， 该 实验 在 解放 
军 南京 军区 总 医院 放免 室 进 行 。 根 据 使 标记 抗原 和 
抗原 与 限量 抗体 发 生 苋 争 性 结合 的 原理 ， 先 分 别 加 
入 缓冲 液 、 标 准 品 、 质 控 品 和 待 测 样品 ， 然 后 向 每 
一 管 中 加 入 标记 物 ' 3I-INS, 再 加 入 INS 抗 体 , 振荡 
后 37C 水 浴 2.5 一 3h， 继 续 加 入 lmL 分 离 剂 ， 充 分 
混 匀 ， 室 温 (15 一 28C ) 下 放置 15 一 20min。 离 心 
前 任 取 两 管 测量 ， 作 为 总 放射 性 强度 T。3500r/min 
离心 15min， 立即 吸 去 上 清 液 ,在 y 计 数 仪 测量 各 管 
放射 性 (测量 时 间 不 少 于 1min)， 用 预先 编制 的 程 
序 直 接 给 出 有 关 参 数 、 标 准 曲 线 及 样品 浓度 。 
1.8 统计 学 分 析 

































































































































































数据 均 以 x 土 SE 表示 ， 组 间 差 异 采 用 


SPSS13.0 统计 软件 进行 方差 分 析 , 用 Tukey-Kramer 
检验 分 析 显著 性 差异 。 


2 fà R 


2.1. fais ER 23 v HUE Ds 3 RED BE 23 9 

纯化 

柠 点 满 蛙 皮肤 分 泌 液 上 清 液 在 280nm 处 的 总 
OD2so 值 为 300 左右 (图 1A); 经 过 Sephadex G-50 分 
离 以 后 ， 得 到 有 促进 胰岛 素 释 放 活 性 的 分 离 峰 (图 
1A 篆 头 所 示 )， 总 OD2g0 为 60 左右 ; 该 活性 峰 经 过 
RP-HPLC 纯 化 (图 1B 箭 头 所 示 ),， 最 后 得 到 纯化 的 促 
胰岛 素 释 放 肽 。 
2.2 ”结构 特征 

本 研究 首次 在 棕 点 湛 蛙 皮肤 分 泌 液 中 分 离 纯 
化 得 到 促 胰岛 素 释 放 肽 ， 并 将 其 命名 为 amolopin-1。 
该 多 肽 的 氨基 酸 序列 用 Edman 降 解法 测定 ， 结 果 表 
明 amolopin-l 由 16 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 序 列 为 
FMPIVGKSMSGLSGKL-NH,。 用 ExPASy 分 析 该 多 
肤 的 MW/pl (http://www.expasy.ch/tools/pi tool. 
htmD)， 结 果 显 示 多 肽 的 预测 pI (等 量 点 ) 为 10.00， 
预测 的 分 子 量 为 1 652.04 Da. 
2.3 ”分 子 克 隆 

从 蛙 皮 肤 组 织 中 得 到 的 总 RNA 中 分 离 出 
mRNA， 经 cDNA 第 一 、 第 二 条 链 的 合成 ， 酶 切 ， 
连接 ， 最 后 成 功 地 构建 了 cDNA WE. wht aE 












































































































































168 


胰岛 素 释放 肽 amolopin-1 的 基因 序列 见 图 2 所 示 。 体外 培养 的 胰岛 是 进行 胰岛 素 释放 实验 的 理 
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2.4 Amolopin-1 对 大 鼠 胰岛 的 分 泌 功 能 的 影响 想 模型 。 对 新 分 离 培养 的 大 鼠 胰 岛 实 验 表 明 ， 与 空 
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图 1 Sephadex G-50 Allo Je (AFU A e EE YRUFE C E (B) t Us ea de Be JE 2) 4 Cn re Ja REUK e S] 


Fig. 1 The purification of in sulinotropic peptide from the skin secretions of Amolops loloensis by gel filtration (A) and 
RP-HPLC (B) 





atgttcaccatgaagaaaaccatgttactcatgttcttccttgzzaccatcaacttatct 60 
EN E T UD OE KETTE t EF PE G T SN LG 9 
ctgzztgagcaagagagaaatgccgaagaagaaagaagagatgatctagzzgzaaagzcaa 120 
L 6G E Q .E.:K:N A.E E E RS RD DL E.R Q 40 
zctgaagtzgzaaaaacgatttatgccaattgtgzgaaaaagtatztctggtttgtctggt 180 
& E VIESE IRIESJIEP dU GC ESIHM SiE S9 
aasttzzzaaaataaccaaaaattttgaccctttgttaatgccattggcaatttctgatg 240 


[tl] G K * 64 


tzzcgcgtcatttagctatctgcacatcagccctcttattttaaaaatagggatatctca 300 


aacatcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 335 














图 2 fungi Pmt amolopin-1 的 cDNA 序列 
Fig.2 The cDNA sequence encoding amolopin-1 from Amolops loloensis skin 





框 中 为 amolopin-1 成 熟 肽 序列 ;*# 代 表 终 止 密码 子 。 


The sequence of mature amolopin-l is boxed, and the asterisk (*) indicates stop codon. 





HAH, KEDIA 12.5 ug/mL 和 50 pg/mL 60 


amolopin-l 样品 组 都 可 以 刺激 胰岛 素 释 放 〈16.7 
mmol/L 和 葡萄糖 )， 利 用 统计 学 软件 分 析 具 有 显著 差 
异 (图 3，P<0.05)。 

2.5 Amolopin-1 对 INS-1 细胞 的 促 胰 岛 素 分 泌 活 























性 的 影响 


INS-1 细胞 系 检验 表明 ， 与 空白 对 照相 比 ， 促 
胰岛 素 释 放 肽 amolopin-l 可 明显 地 促进 INS-1 细胞 
分 泌 胰 岛 素 ( 图 4)。 当 样品 浓度 为 12.5ug/mL 时 ， 
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胰岛 素 释放 量 Insulin secretion(mI U/L) 
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其 促进 活性 就 已 很 明显 ( P< 0.05), 而 且 随 着 样品 Blank 12.5 ug/mL — 50 ug/mL 
浓度 升 高 到 50ng/mL Hf, INS-1 细胞 胰岛 素 分 泌 量 加 肽 组 Peptide added 

进一步 增加 ( P< 0.05)。 图 3 Amolopin-1 对 大 鼠 胰 岛 细胞 胰岛 素 分 泌 的 作用 





























Fig.3 Effects of amolopin-1 on insulin secretion by rat islets 
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图 4 Amolopin-1 对 INS-1 细胞 胰岛 素 分 泌 的 作用 
Fig.4 The effects of amolopin -1 on insulin secretion 
by INS-1 cells 
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胰岛 功能 受 损 后 B 细胞 分 泌 量 相 对 不 足 或 者 受 
体 细胞 对 胰岛 素 敏感 性 下 降 均 能 引起 2 型 糖尿 病 ， 

约 占 糖尿 病 病例 总 数 的 90%， 作 为 一 种 现代 富贵 病 
严重 危害 人 类 健康 。 目 前 临床 正在 应 用 的 糖尿 病 药 
物 有 的 通过 刺激 B 细胞 增加 胰岛 素 分 泌 量 ， 有 的 通 
过 增加 外 周 组 织 对 胰岛 素 的 敏感 性 、 改 善 胰 岛 素 抵 
抗 而 降低 血糖 CBastarrachea et al, 2008)。 对 GLP-1 
和 exendin-4 等 多 肽 类 降 糖 药物 研究 发 现 ， 促 胰岛 
素 释 放 肘 不仅 可 以 治疗 胰岛 素 抵抗 ， 还 可 以 促进 胰 
岛 B 细胞 再 生 和 增殖 ， 其 至 对 磺 酰 脲 类 药物 治疗 失 
效 的 患者 依然 有 效 ， 还 可 以 抑制 食欲 、 帮 助 患者 减 
轻 体重 〈Geelhoed-Duijvestijn，2007; Guerci et al, 
2008 )。 这 些 优点 使 得 促 胰 岛 素 释放 肽 受到 广泛 关 







































































































































































(Li et al, 2006) ， 可 以 与 GLP-1 受 体 结 合 起 到 降 
糖 效果 ， 但 现在 已 发 现 的 天 然 促 胰 品 素 释 放 肽 也 存 
在 一 些 缺 点 和 不 足 ， 如 在 体内 很 快 被 二 肽 肽 酶 降 
解 ， 容 易 引 起 患者 胃 肠 不 适 感 等 。 因 此 ， 非 常 有 必 
要 在 其 他 天 然 生 物体 内 算 选 更 多 类 型 有 促 胰 岛 素 
释放 活性 的 先导 化 合 物 ， 通 过 加 工 、 修 饰 产生 能 抑 
制 二 肽 肤 酶 活性 、 毒 副作用 小 的 新 型 高 效 促 胰 岛 素 
释放 肽 。 在 天 然 药 物 的 基础 研究 中 ， 如 何 便捷 、 大 
量 的 获取 样品 是 决定 研究 进展 的 瓶颈 技术 之 一 。 本 
研究 从 两 栖 类 动物 标点 淇 蛙 皮 肤 分 泌 液 中 分 离 得 
到 的 促 胰 岛 素 释放 肽 amolopin-1 是 一 个 十 六 肽 ,分 
子 量 比 GLP-1 和 exendin-4 都 要 小 得 多 ， 更 容易 1 
过 化 学 合成 的 方法 得 到 较 多 样品 作 进一步 研究 。 
得 注意 的 是 ， 本 研究 通过 反 转 录 法 建立 cDNA X 
成 功 地 克隆 了 编码 amolopin-1 的 基因 , 而 且 该 基因 
序列 经 和 蛋白质 组 学 分 析 软 件 翻译 得 到 的 多 肽 序列 
与 我 们 Edman 降解 法 的 测序 结果 恰好 吻合 , 这 表明 
可 以 通过 现代 基因 工程 的 手段 高 通 量 表达 这 一 产 
物 。 
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据 文 献 报道 ，GLP-1 及 其 类 似 物 促进 胰岛 素 分 
泌 的 作用 机 制 是 通过 与 胰岛 B 细 胞 表面 受 体 相 结 
合 ,激活 腺 苷 酶 C 产 生 第 二 信使 AMP， 进 一 步 活 化 
蛋白 激酶 A 这 一 信号 途径 实现 的 。 分 别 通过 原 代 培 
养 的 大 鼠 胰岛 和 胰岛 素 瘤 INS-1 细胞 系 两 种 实验 材 
料 确定 amolopin-1 促 胰 岛 素 释放 的 活性 后 ， 我 们 对 
amolopin-l 作用 机 制 进行 了 初探 。 运 用 钙 离 子 菊 光 
探 针 Fluo-3 和 激光 共聚 焦 显 微 镜 动 态 扫描 细胞 内 钙 
离子 浓度 [Ca”] 的 变化 (数据 未 在 文中 列 出 )， 发 现 
加 入 amolopin-1 后 没有 引起 B 细 胞 [Ca”]; 的 明显 升 
高 ， 说 明 amolopin-1 刺激 胰岛 素 分 泌 的 作用 机 制 不 




























































































































































































注 ， 其 全 面 、 稳 定 的 作用 效果 显示 了 极 大 的 开发 应 
| 价值。 

Exendin-4 作为 从 天 然 生物 体内 分 离 纯 化 得 到 
的 生物 活性 肽 , 是 首 个 被 发 现 的 GLP-1 结构 类 似 物 
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